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FITC-Dextran average mol wt 10,000 










































世界中の糖尿病患者数は、2019 年時点で 4 億 6300 万人に上り、2045 年までには 7 憶人に達
すると言われている［1］。わが国における糖尿病患者数は、生活習慣や社会環境の変化に伴い急















1983 年にヒトにおいてはじめて報告された［26］。それが広く問題視され始めたのはここ 10 数年の
ことである。2009 年に永瀬らによって、皮下でのインスリンのアミロイド沈着により大きなボール状と
なった硬い皮下腫瘤がインスリンボールと命名された［8］。この命名以前は、医原性インスリン依存
性局所アミロイドーシス（Iatrogenic, insulin-dependent, local amyloidosis）［26］、皮下アミロイド沈着
（subcutaneous amyloid deposition）［6］や、インスリン注射部位での局所皮膚アミロイド（Localized 
cutaneous amyloid at an insulin injection site）［7］など様々な表現がされていたが、 近では、イン



















ールなどの皮下アミロイド沈着が形成される［6, 8, 9, 11-13, 15, 16, 18, 19］。投与インスリンの皮下
アミロイド沈着の症例報告数は、2000 年から 2007 年にかけて数件であったのに対し、2008 年から





















CT や MRI などの画像検査が一助となるが、確定診断には病理診断が必要で、患者の負担にもな
るため、それらは回避することが望ましい。 










Table 1 Definition of IDA, insulin ball and lipohypertrophy in this thesis. 














































第 1 章 ヒトインスリンの線維化要因の解析 
 
第 1 節 小緒言 
ヒトインスリンは、21 個のアミノ酸残基からなる A 鎖と、30 個のアミノ酸残基からなる B 鎖の計 51
個のアミノ酸で構成される。構造中に 3 つのジスルフィド結合を有し、そのうちの 2 つで A 鎖と B 鎖
が架橋されている［33, 34］ （Fig. 1）。ヒトインスリンは、インスリン自体の濃度や pH などによって、モ
ノマーやダイマー、ヘキサマーへと立体構造が変化し、さらにこれらは平衡状態で存在している
［35-38］。また、製剤中の添加剤 （Table 2） の存在によっても、インスリンの立体構造の平衡状態
は変化する（Fig. 2）［38］。例えば、亜鉛イオンは、ダイマーを形成するモノマーのそれぞれと結合
し、2 つの亜鉛イオンを中心にダイマーが 3 つ集まり、ヘキサマーの形成を促進する（Fig. 2）［35］。 
ヒトインスリンのヘキサマーの存在状態は主として 2 種類ある。ひとつは、亜鉛イオン存在下で亜
鉛イオンが露出している緊張 （tense, T） 形態を形成する T6立体配置のヘキサマーである（Fig. 2）
［39-41］。防腐剤として含有されている m-クレゾールやフェノールが存在すると、ヘキサマーのモノ







(A) primary structure 
 








Fig. 1 (A) Primary structure of human insulin. (B) 
Ribbon design of the secondary structure of the 




Table 2 Composition and behavior in Humulin®R. 































Fig. 3 Human insulin absorption process after the subcutaneous injection. 




























インスリンの皮下アミロイド沈着は、通常 α ヘリックス構造であるインスリンが β シート構造へと変
換され、それが積層し、不溶性のアミロイド線維として沈着したものである［24］。インスリンの他にも、
アミロイド β や α-シヌクレイン、トランスサイレチン、β2 ミクログロブリン、リゾチームなど多くのタンパ








は、通常 α ヘリックス構造をとるヒトインスリンのモノマーが誤った折りたたまれ方（β シート構造）を
し、それが複数集合して核を形成し、その核が成長するといった過程をとるとの考えが も支持さ
れている（Fig. 4）［45, 46, 58］。 
 
アミロイド線維は、それを構成するタンパク質の種類に関わらず、共通した構造をとっており、β ス







































Fig. 5 (A) Structure of Thioflavin (ThT). (B) Schematic diagram of fluorescence enhanced by 






























































850 rpm での撹拌、もしくは弱い物理的刺激として 30 rpm での旋回振盪を行った。線維化の進行
は、濁度と ThT の蛍光強度により評価した。線維化が進行すると、不溶性タンパク質の増加から濁
度が上昇するとともに、その不溶性タンパク質が線維であった場合、ThT の存在下で蛍光強度の
上昇が観察される。弱い物理的刺激として 30 rpm で振盪した場合、濁度と ThT 蛍光は上昇せず、
強い物理的刺激として 850 rpm で撹拌した場合、それらは上昇した（Fig. 6）。このことから、本研究
では、30 rpm の振盪では線維化は促進せず、850 rpm の撹拌では線維化が進行すると条件付け
られた。 
 











Fig. 6 The effect of physical stimulus in the experiments of simple mixing in the vials for 
Humulin®R.  
Turbidity (A) and fluorescence intensity (B) at 30 rpm (●) and 850 rpm (■) were evaluated. Each value 




2-1 で、線維化の促進が見られなかった 30 rpm において、線維化結晶を共存させ、その結晶が
核として機能するかを評価した。まず、ヒューマリン®R を用いて、850 rpm であらかじめ、ヒトインスリ
ンのアミロイド線維を形成させた（Fig. 7（A））。このアミロイド線維の一部を、ヒューマリン®R が入っ
たバイアルに添加し、30 rpm で旋回振盪させた（Fig. 7（B））。その結果、濁度と ThT の蛍光強度が

































Fig. 8 Fibril growth experiments in the vials with fibril crystals.  
At 30 rpm without fibril crystals (〇), 850 rpm without fibril crystals (□) and 30 rpm with fibril 



































































第 3 節 ヒトインスリンの線維化における製剤中添加剤と pH の影響 
3-1. ヒトインスリンの線維化における希釈の影響 
ヒューマリン®R 中の添加剤がヒトインスリンの線維化に及ぼす影響を評価するために、製剤をリ
ン酸塩緩衝生理食塩液（PBS, pH 7.4）で希釈して、850 rpm での線維化実験を行った。製剤を希
釈することにより、ヒトインスリンや、製剤中添加剤である亜鉛イオンや m-クレゾールなどの濃度も一
様に低下する。その低下率が一様でも平衡の状態に変化が生じ、それぞれがヒトインスリンの立体
構造に与える影響が異なる可能性がある。実験の結果、製剤を PBS で 5 倍に希釈した場合にお
いても、濁度と ThT 蛍光の上昇が認められた（Fig. 9（A））。このことから線維化が進行したと考えら















Fig. 9 The effect of dilution of Humulin®R in the experiments of simple mixing in the vials.  
Humulin®R was diluted 5-fold with PBS (pH 7.4). Turbidity (●), fluorescence intensity (■), and pH 
(▲) were evaluated. The isoelectric point of human insulin in Humulin®R and the pH range in the 
original formulation of Humulin®R are expressed as a dotted line and filled area in grey. Each value 




製剤原液と製剤を希釈した場合の濁度と ThT の蛍光強度を比較した結果を Fig. 10 に示した。
線維化の指標である ThT の蛍光強度は、希釈によってヒトインスリン濃度が低下することにより、低
下もしくは遅延すると予想された。しかし、希釈した系では、製剤原液に比べてヒトインスリン濃度が
































Fig. 10 Comparison of undiluted and diluted Humulin®R in the simple mixing experiments in 
the vials. 
Humulin®R was undiluted (●) and diluted 5-fold with PBS (pH 7.4) (■). Each value is expressed as 
















































Fig. 11 An experimental system in which the composition of the formulation changes over time 








た。その結果、m-クレゾールは 72 時間で 20%程度の残存率まで消失していた（Fig. 12）。消失に




































Fig. 12 Calculated m-cresol remaining in the Humulin®R cell in experiments saline (■, ①) and 
saline + m-cresol (〇, ②).  
The cumulative amount of m-cresol permeated through the membrane into the other side cell was used 

































(A)                                   (B)  
Fig. 13 Turbidity and ThT fluorescence intensity in the experiments using side-by-side diffusion 
cell for Humulin®R.  
Saline (■, ①) and saline + m-cresol (〇, ②) were applied to the diffusion solution cell. Each value 


















Fig. 14 Zinc ion remaining in the Humulin®R cell in experiments saline (■, ①) and saline + m-
cresol (〇, ②).  
The zinc ion concentration in the cells containing the formulation was measured 72 hr after the end of 
the experiment. Each value is expressed as the mean ± S.D. (n=5-7); * P< 0.05 at 72 hr, calculated 
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(B)                                      (C) 
 
 
Fig. 15 Proposed fibril formation process of human insulin with consideration of additives (A). When 
cresol does not disappear, equilibrium leans toward steady state (B), but when cresol disappears, the 

















Fig. 16 The side view of the cell set at the end of the experiment (A) and a photograph of the gel 
generated (B).  
The gel generated on the membrane donor side when otsuka normal saline was applied to the other 
side cell (①). 
 
 
Table 3 ThT fluorescence of generated gel. 
 solution gel 




3-3. ヒトインスリンの線維化における製剤中 pH の影響 
 ヒトインスリンは酸性条件下で、モノマーとして存在することから、既存の研究の多くは、酸性条件
下で実験を行っている［44-57］。ヒトインスリンの等電点は pH 5.8 であり［61］、ヒューマリン®R の pH
は約７であるが［61］、pH が変化した場合の線維化への影響についても興味がもたれる。特に、ヒュ
ーマリン®R の pH に対する規格は、pH 7.0~pH 7.8 であり［61］、保存中に pH が変化してしまう製剤
もあると考えられる。製剤中 pH の酸性化に伴って生じ得る等電点沈殿物の析出と線維化の関係
性を評価するために、Fig. 11 の実験システムの拡散溶液に、pH を pH 7.4、pH 6.5、pH 5.5 に調整
した PBS を入れ、経時的に pH が酸性化する系を作製した。 
それらの結果を Fig. 17 に示す。Fig. 17（A）に示した pH 7.4 と、Fig. 17（B）に示した pH 6.5 では、
濁度の上昇に伴う ThT の蛍光強度の上昇が見られ、それらの挙動は類似していた。一方、Fig. 17
（C）に示した pH 5.5 の条件では、pH が等電点まで低下していくにつれて、濁度は増加したが、
ThT の蛍光強度は増加しなかった。これは、等電点付近での析出物が中性 pH での析出物とは異
なり、析出物が線維ではないことを意味する。すなわち、中性付近の pH では線維化が進行しやす

































































































































































Fig. 17 Experiments using side-by-side diffusion cells for Humulin®R.  
PBS (pH 7.4) (A), PBS (pH 6.5) (B), and PBS (pH 5.5) (C) were applied to the other cell. Turbidity 
(●), fluorescence intensity (■) and pH (▲) were evaluated. The isoelectric point of human insulin in 
Humulin®R and the pH range of the original formulation of Humulin®R are expressed as a dotted line 
and filled area in grey. Each value is expressed as the mean ± S.D. (n=3-6). Significantly lower pH 









0 12 24 36 48 60 72
pH
Time (hr)













* * * * 
* * * 
22 
 
第 4 節 小括 
ヒトインスリンの線維化は、物理的刺激により促進されることは知られているが、in vitro でバイア
ルを用いて行った本研究では、30 rpm での振盪では線維化が生じず、850 rpm での撹拌では、速
やかな線維化が観察された。しかし、線維化結晶の共存により、撹拌強度が弱い 30 rpm の条件に
おいても、線維化が進行し、線維化結晶が核として機能することが明らかとなった。 




















第 2 章  インスリンの化学構造の違いによる線維化の比較 
 
第 1 節 小緒言 
























は多く行われている［62, 64］。一方、持効型インスリン製剤は現在 3 つの製剤が上市されているが、
線維化に関する研究は少ない。B 鎖 C 末端へのアルギニンの付加により等電点をヒトインスリンより
も中性化させ、皮下で等電点沈殿物を形成するインスリングラルギン（製剤名; ランタス®）［65］、B
鎖 C 末端を欠損させ、B 鎖 29 位のリジン残基にミリスチン酸を修飾し、アルブミンとの結合能を獲
得させたインスリンデテミル（製剤名; レベミル®）［66］、B 鎖 C 末端を欠損させ、B 鎖 29 位のリジン
残基にグルタミン酸を介してヘキサデカン二酸を修飾し、アルブミンとの結合能の獲得に加え、皮
下でマルチヘキサマーを形成するインスリンデグルデク （製剤名; トレシーバ®）［67］が上市されて

































































































第 2 節 持効型インスリン製剤の線維化の比較 
2-1. レベミル®の繰り返し投与による in vivo での線維化 








レベミル®（120 nmol/50 µL/body）を 1 日 1 回 3 週間と PBS（50 µL/body）を 1 日 1 回 2 週間、背
部の同一部位に皮下投与したラットをイソフルラン麻酔下で大動脈切断により脱血した。その後、
背部の皮膚を切り、投与部位を摘出した。摘出後、投与部位を撮影し（Fig. 19（A, B left side））、
ThT（100 µM）に一晩浸漬した後、暗所で 365 nm の蛍光を照射した状態で再度撮影した（Fig. 19 
















Fig. 19 Amyloidosis by repeated injections of Levemir®. 
(A) is PBS injection site and (B) is Levemir® injection site. The left is no treatment and the right is 
soaked in ThT. Scale bar = 1 cm.  
28 
 




















2-1 において、レベミル®を、同一部位に 3 週間皮下投与することで、アミロイドーシスが生じるこ
とが明らかとなり、他の持効型インスリンの線維化に関しても広く検討する必要があると考え、本節
では、各種持効型製剤の in vitro における線維化を比較した。 
各種持効型製剤の原液をバイアル中で 37 下、850 rpm で撹拌した。全ての製剤で ThT の蛍
光強度の上昇が見られた（Fig. 20）。しかし、トレシーバ®のみ、撹拌前から ThT の蛍光が観察され、















Fig. 20 Fibril formation experiment of the long-acting insulin in the vial. 







クトルで、α ヘリックス構造に特徴的なピークを有していた［69, 70］（Table 5, Fig. 21）。このことから、




Table 5 Structural analysis of the long-acting insulin formulations using Raman spectra. 
 α β 





















次に、それぞれの製剤中で 850 rpm での撹拌により析出してきた固体についてラマン分光測定
を行った。ヒューマリン®R、ランタス®、レベミル®においては 72 時間、トレシーバ®においては 336 
時間の撹拌後、バイアル中の懸濁溶液を遠心分離することで固体を得て、その固体を測定した。
結果、全ての製剤において、析出固体は β シート構造を有していた（Fig. 22）。また、その線維化速
度は、Fig.20 に示した ThT の蛍光強度の立ち上がりから、ヒューマリン®R ＞ ランタス® ＞ レベミ




















































きる。208 / 222 nm の負のピークの比率の増加はモノマーの増加を、251 nm の負のピークが大きい
ほどヘキサマーの平衡状態が T6 から R6 に傾いていることを、276 nm の負のピークが大きいほどダ
イマーやヘキサマーなどの会合体が形成されていることを、それぞれ意味する（Table 6）[71, 72]。 
 
Table 6 Association state obtained from CD measurement. 
208 nm /222 nm 251 nm 276 nm 
   
 
 
(A)                                         (B) 
 
Fig. 23 Conformational analysis of the long-acting insulin formulations by CD spectra. 
 
 
Table 7 CD spectra value of the long-acting insulin formulations. 
 208 nm /222 nm 251 nm 276 nm 
Humulin®R 1.130228 -5.80627 -5.19118 
Lantus® 1.465421 -0.89729 -5.38515 
Levemir® 1.247367 -26.4256 -19.3628 
Tresiba® 1.177805 -5.02252 -5.82371 
31 
 
CD 測定の結果、モノマーの比率 は、ランタス® ＞ レベミル® ＞ トレシーバ® ≧ ヒューマリン
®R の順に多いことが示された（Fig. 23, Table 7）。また、ヘキサマーの安定性については、ランタス® 
































Fig. 25 Absorption process of Tresiba® after administered subcutaneously. 
 
 
トレシーバ®から添加剤を除去すると、12 時間から ThT の蛍光強度の上昇が見られ（Fig. 26（A））、




















































Fig. 26 Fibril formation experiment of insulin degludec (A) and Raman spectrum of precipitated 
solid in fibril formation experiment (B).  




































Table 8 CD spectrum value of insulin degludec. 
 208 nm /222 nm 251 nm 276 nm 
Tresiba®
 
120 µM 1.177385 -3.87665 -4.37652 
Tresiba®
 
additive (－) 120 µM 
(insulin deguldec) 






























   
 
 












第 1 章 2-2 と同様に、まず、線維化が進行しやすい 850 rpm で、ヒューマリン®R を用いてヒトイ
ンスリンのアミロイド線維を形成させた（Fig. 29（A））。それを各種持効型製剤に添加し、線維化が
進行しにくい 30 rpm で旋回振盪させた（Fig. 29（B））。その結果、各種製剤の単独の振盪では、全
ての製剤で ThT 蛍光の上昇がみられなかったのに対し、ヒトインスリン線維核共存下での各種製









以上の結果から、異種分子間においても、線維化が進行しにくい 30 rpm で、容易に核の成長、
つまり線維化が進行することが明らかとなった。すなわち、in vitro の検討では臨床の治療の場にお


























(A)                                 (B) 
 
 
Fig. 30 Fibril formation of the long-acting formulations in the presence of human insulin 
nucleus.  
Not presence of human insulin nucleus (A) and presence of human insulin nucleus (B). Each value is 








































3-2. 異種核共存下での持効型インスリンの繰り返し投与による in vivo での線維化 
3-1 の結果から、in vitro において、異種分子間でも核の成長が起こることが明らかとなり、本節で
は、 in vivo においても同様の現象が見られるかを検証した。 
 まず、in vitro で、ヒューマリン®R を 250 rpm、50 で旋回振盪してヒトインスリンのアミロイド線維を
調製し、生じた懸濁液を限外ろ過（MWCO:100 kDa）し、上部に残存した固体を凍結乾燥して、線
維化ヒトインスリンの粉末を得た。その線維化ヒトインスリンの粉末を 5 mg/mL で PBS に懸濁させ、
ラットの左右背部に 500 µg/100 µL /body で皮下投与した。その後、ラットをコントロール群と製剤群
に分け、コントロール群では核投与部位に PBS を 1 日 1 回 50 µL を 3 週間、製剤群では各種持
効型製剤を 1 日 1 回 50 µL（5 IU）を 3 週間、皮下投与した。また、低血糖防止のために、製剤を
投与する際は、併せてスクロース（50%aq を 0.5 mL/kg（250 mg/kg））を腹腔内に投与した。 
 3 週間後、背部皮膚を切り、投与部位を摘出した。摘出後、投与部位を撮影し（Fig. 31（left））、
ThT（100 µM）に一晩浸漬した後、暗所で 365 nm の蛍光を照射した状態で再度撮影した（Fig. 31
（right））。ランタス®（Fig. 31（A））とレベミル®（Fig. 32（B））において、ThT の強い蛍光が観察され、
in vivo でも異種分子間の核の成長が生じていると推察された。トレシーバ®（Fig. 31（C））ではほと
















(C) nuclear + Tresiba®                     (D) nuclear + PBS 
 
 
Fig. 31 Nuclear growth experiments between different molecules in vivo. 
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Scheme 1. Equilibrium of boronic acid derivatives and a sugar. 
 
 
Table 9 Binding constants (Keq) with 3-(propionamido)phenylboronic acid at pH 7.4 
 binding constant Keq (M-1) 
sialic acid 37.6 ± 3.1 
glucose 5.1 ± 3.1 
mannose 8.5 ± 1.2 
galactose 15.0 ± 2.2 
 
ヒトインスリンへの化学修飾は、一般的にヒトインスリンの N 末端および B 鎖 29 位のリジン残基
への 1 級アミノ基への修飾が行われている［77-79］。ボロン酸誘導体として、4-カルボキシフェニル
ボロン酸（4CPBA）を選択し、カルボキシル基とヒトインスリンのアミノ基を縮合させ、アミド結合により
4CPBA をヒトインスリンに修飾し PBA-Ins を合成した［80］。 
 PBA-Ins に期待する機能は 3 つある。第一に、皮下細胞糖鎖への結合により立体構造変化 (α
















4-1. PBA-Ins の合成 
4CPBA のカルボキシ基をクロロギ酸イソブチルを用いて活性化後、ヒトインスリンの 1 級アミノ基
（A 鎖 N 末端、B 鎖 N 末端、B 鎖 29 位のリジン残基）に反応させ、PBA-Ins を得た。PBA-Ins の合
成確認は、マトリックス支援レーザー脱離イオン化-飛行時間型質量分析装置（MALDI TOF-MS）
を用いて、PBA-Ins の分子量と同じ分子イオンピークを確認することで行った。  
 
 
4-2. PBA-Ins の 4CPBA 修飾数の評価 
 得られた PBA-Ins の 4CPBA 修飾数を評価するために、4CPBA が 1 級アミノ基に修飾されてい
ることを利用して、1 級アミノ基に結合する 2,4,6-トリニトロベンゼンスルホン酸（TNBS）が結合する
数から PBA-Ins 中の 4CPBA 修飾数を算出した。TNBS をヒトインスリンおよび PBA-Ins のそれぞ






3	    ・・・ 	  
 
Table 10 Absorbance value of TNBS. 
 Abs at λ=351 nm 










4-3. PBA-Ins の血糖降下作用の評価 
4-3-1. 静脈内投与後の血糖降下作用の評価 
PBA-Ins に期待する機能③（Fig. 32）である、PBA-Ins のインスリンとしての機能、すなわち血
糖降下作用が、4CPBA 修飾後において保持されているかを評価した。 
血糖降下作用の評価は、ストレプトゾシンの投与により作製した糖尿病モデルラットを用いて
















Fig. 33 Blood glucose level profile after intravenous injection of 190 μg/kg human insulin (〇) or 
PBA-Ins (●).  
Each value is expressed as mean ± S.D. (n = 6); * P < 0.05 at 8 hr after intravenous administration, 












































混合し、赤血球凝集反応の有無を評価した。 終濃度として、赤血球 800 倍希釈溶液にヒトイ




（Fig. 34（Well C-1,2,3））。また、ウェル A-1、B-1、C-1 を光学顕微鏡で観察した結果、A-1、B-1






















Fig. 35 In-well condition of red blood cell aggregation test observed by microscope. 
 1~3 
A Red blood cells only 
B 
Red blood cells +  
Human insulin 170 µM 
C 
Red blood cells + 



























まっていると考えられた。そこで、PBA-Ins を静脈内投与して 2.75 時間経過した後に、腹腔内
にグルコースを 1 g/kg で投与し、血液内で赤血球に結合して循環していると予想される PBA-
Ins が血糖降下作用を発現するかを調査した。グルコース投与に伴う血糖値上昇後、ヒトインス
リン投与群では血糖値が上昇したままであったが、PBA-Ins 投与群では血糖値が再降下した
（Fig. 36（A））。6 時間の血糖値を 2.75 時間の血糖値で除して、血糖上昇率を算出した結果、ヒ
トインスリン投与群では 2.2 であったのに対し、PBA-Ins 投与群では 1.4 で、ヒトインスリン投与群
















Fig. 36 The effect of abdominal injection of glucose (1 g/kg) at 3 h after intravenous injection of 
human insulin or PBA-Ins (190 μg/kg).  
(A) Profile of blood glucose level of human insulin (〇) or PBA-Ins (●). Each value is expressed as 
mean ± S.D. (n = 4 or 6). (B) The ratio of glucose increase, which was calculated by dividing glucose 






































より立体構造変化 (α 構造→β 構造) が抑制され、アミロイドーシスが回避されること（Fig. 32
（①））、また、皮下細胞糖鎖への結合後、細胞内へ取り込まれて消化されることで、皮下にイン
スリンが残存せず、アミロイドーシスが回避されること（Fig. 32（②））を期待していることから、
























Fig 37. Blood glucose level profile after intravenous injection of 190 μg/kg human insulin or PBA-Ins. 
































































皮下投与された PBA-Ins の皮下組織での挙動を調べるために、PBA-Ins を皮下投与して
2.75 時間経過した後に、腹腔内にグルコースを 1 g/kg で投与し、PBA-Ins の皮下投与におけ
る血糖降下作用の減弱が、皮下細胞糖鎖と結合後、速やかに細胞内に取り込まれることに起
因しているのかを調査した。グルコース投与に伴う血糖値上昇後、ヒトインスリン投与群では、5
〜6 時間の間に血糖値の増加が観察されたのに対し、PBA-Ins 投与群では、3〜6 時間で血糖
値が減少する傾向にあった。6 時間の血糖値を 2.75 時間の血糖値で除して、血糖上昇率を算
出した結果、ヒトインスリン投与群では 2.5 であったのに対し、PBA-Ins 投与群では 1.2 で、ヒトイ
ンスリン投与群に比べ PBA-Ins 投与群では有意に血糖値の上昇が抑制されていた（Fig. 38
（B））。この結果から、PBA-Ins は、皮下投与後一定時間は皮下組織に存在していると推察され
る。    
PBA-Ins の皮下細胞糖鎖への結合による立体構造変化 (α 構造→β 構造) の抑制（Fig. 32





















Fig. 38 The effect of abdominal injection of glucose (1 g/kg) at 2.75 hr after intravenous injection 
of human insulin or PBA-Ins (190 μg/kg).  
(a) Profile of blood glucose level. Each value presents mean ± S.D. (n = 4 or 6). (b) The ratio of glucose 
increase, which was calculated by dividing glucose level (6 hr) by glucose level (2.75 hr). * P< 0.05 


































4-4. PBA-Ins の線維化試験 
4-3 において、PBA-Ins が静脈内においても皮下においても持続的な血糖降下作用を有してい
ることが明らかとなり、本節では、PBA-Ins が保存中において線維化が生じるかどうか、すなわち in 
vitro で線維化するかを評価した。 
PBA-Ins 溶液（120 µM）をバイアル中で 850 rpm で撹拌し、線維化を評価した。ヒトインスリンで
は、速やかに ThT の蛍光が上昇したのに対し、PBA-Ins では 24 時間では、ThT の蛍光上昇は見





Fig. 39 Fibril formation experiment for PBA-Ins. 
ThT fluorescence intensity of human insulin (〇) and PBA-Ins (●) when shaking at 850 rpm were 
evaluated. Each value is expressed as the mean ± S.D. (n=3). 
 
In vivo において、アミロイドーシスを生じないインスリン誘導体としてボロン酸を有する PBA-Ins
を設計し、in vitro において、線維化が抑制されるという、製剤において必要な条件を満たしている
ことが確認できた。In vitro において、PBA-Ins の線維化が抑制される理由を調べることは、インスリ
ンの線維化と化学構造の関係のより深い理解にもつながると考えた。すなわち、化学修飾によるヒ
トインスリンの化学構造の変化と線維化への耐性の関係を明らかにするため、検討の初めとして、1. 


























4-5. PBA-Ins の 4CPBA 修飾部位の特定 
PBA-Ins の 4CPBA 修飾数に関しては、4-2 から、平均 2 個であることが示されている。ここでは、
4CPBA の修飾部位を特定するため、PBA-Ins のトリプシンによる消化（Fig. 40（A））とジチオトレイト
ールとヨードアセトアミドによる還元アルキル化（Fig. 40（B））を行った。結果、PBA-Ins の 4CPBA は、
A 鎖の N 末端 （A1） と B 鎖の N 末端 （B1） に修飾されているものが多いことが示された（Table 
11）。 
 
(A)                                      (B)                                    







Fig 40. Digestion site by trypsin and reduction site by dithiothreitol and iodoacetamide in human insulin. 
 
 
Table 11 Molecular ion peak of PBA-Ins in MALDI TOF-MS. 








A chain + B (1-22) 4895.8487 4894.2740 ― 
A chain + B (1-22) + PBA ― 5007.7384 5006.2740 
A chain + B (1-22) + PBA + PBA ― 5125.2419 5117.2740 
B (23-29)  870.0885 870.0784 ― 




A chain 2589.1153 2589.1144 ― 
A chain + PBA ― 2689.1410 2701.1144 
B chain 3499.8179 3499.8318 ― 
B chain + PBA ― 3611.9123 3611.8318 




4-6. PBA-Ins の長期保存による線維化試験 
PBA-Ins 溶液（120 µM）をバイアル中で 850 rpm で 4-4 よりも長時間撹拌し、長期保存による線
維化を評価した。PBA-Ins は、撹拌後 336 時間で ThT 蛍光が上昇した（Fig.41（A））。その時の析































Fig 41. Long term fibril formation experiment for PBA-Ins (A) and Raman spectrum of precipitated 







































4-7. PBA-Ins の立体構造と亜鉛含有量の評価 
PBA-Ins の会合状態を CD 測定により評価するうえで、原子吸光光度計を用いて、PBA-Ins 中
の亜鉛イオンの含有量を評価した。PBA-Ins は、ヒトインスリンに比べて亜鉛イオンの含有量が低か
った（Table 12）が、ヒトインスリンとほぼ同様の会合状態を有していた（Fig. 42, Table 13）。それにも








Table 12 Zinc ion concentration of PBA-Ins. 
 ratio of zinc ion concentration 






Table 13 CD spectra value of PBA-Ins. 
 208 / 222 nm 251 nm 276 nm 
human insulin 1.114926 -1.49956 -3.31668 

















































するためにも有効と考えられた。そこで in vivo でアミロイドーシスを生じないと考えられるインスリン
誘導体として、糖鎖結合能を有する PBA-Ins を合成した。PBA 修飾数は平均 2 個で、A 鎖の N 末
端 （A1） と B 鎖の N 末端 （B1） に修飾されているものが多いことが分かった。また、PBA-Ins は
静脈内投与においてヒトインスリンと同等の血糖降下作用を示し、かつ、赤血球に結合することで
作用持続性を有していた。PBA-Ins は皮下投与において、血糖降下作用の減弱が確認された。
PBA-Ins の皮下における動態に関しては、今後、in vitro での細胞実験などの詳細な検討が必要
であるが、PBA-Ins の皮下細胞糖鎖との結合は可逆的で、細胞内に移行するものもいれば、血管
内に移行するものもいることが推察された。 
さらに興味深いことに、PBA-Ins は in vitro において線維化が進行しにくかった。CD を用いた分
析の結果、PBA-Ins のモノマー含有率はヒトインスリンと同等だった。このことから、A 鎖 B 鎖の N
末端への修飾は β 構造形成に抑制的に働くと考えられた。 
 
インスリンアナログ製剤と PBA-Ins を用いて、分子構造と線維化のしやすさを検討した結果、







Fig. 43 Amino acid sequence and function of human insulin.  
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第 3 章 皮下に存在する線維化ヒトインスリンのヒトインスリン吸収性への影響 
 











































































Fig. 45 Evaluation of blood vessel permeability at the site of PBS or fibril human insulin injection site. 






2-1-2. 線維化ヒトインスリン投与部位の ThT 染色 
線維化ヒトインスリンまたは PBS を 1 日 1 回、2 週間、皮下投与したラットの 17 日目に、イソフ
ルラン麻酔下で大動脈を切断し、脱血した。その後、背部を切り、投与部位を摘出した。摘出後、
投与部位を撮影し（Fig. 46（A））、ThT（100 µM）に一晩浸漬した後、暗所で 365 nm の蛍光を
照射した状態で再度撮影した（Fig. 46（B））。PBS 投与部位においても、同様に行った。 













Fig. 46 Subcutaneous condition of PBS or fibril human insulin injection site. 
 
  
1 cm 1 cm 
PBS injection site 
fibril human insulin  
injection site PBS injection site 









（1656.4 cm-1）から、線維化ヒトインスリンの部位（1673.8 cm-1）の方向にシフトした 1665.6 cm-1 と














Table 14 Raman measurement of subcutaneous mass at fibril human insulin injection site. 
native human insulin 
(α-helix) 
fibril human insulin 
(β-sheet) 
fibril human insulin 
injection site 
























線維化ヒトインスリンを 1 日 1 回、2 週間、皮下投与したラットの背部外見（17 日目）は、1 日 1 回、
2 週間、PBS を投与した部位と比較して、明確な変化はなく、あきらかな腫瘤は確認されなかった
（Fig. 48）。このことから、本研究の条件は、硬結したインスリンボールは形成されていない状況とい
える。これらのラットに対して、ヒトインスリンと FD-10 の投与を行った。 
















 線維化ヒトインスリンおよび PBS を 1 日 1 回、2 週間、皮下投与したラットの 14 日目の血流量を
評価した。イソフルラン麻酔下で測定した、線維化ヒトインスリンおよび PBS 投与部位の血流量は、















Fig. 49 Evaluation of blood flow at the site of fibril human insulin administration site. 






























第 3 節 線維化ヒトインスリン投与部位でのヒトインスリン吸収性の解析 
PBS 投与部位と線維化ヒトインスリン投与部位に、FD-10 とヒトインスリンをそれぞれ皮下投与し、
両者の吸収性を比較した。PBS 投与部位にヒトインスリンの製剤であるヒューマリン®R（12 nmol/kg）
を、線維化ヒトインスリン投与部位に FD-10（16.5 mg/kg）を皮下投与する群と、その逆の群の 2 群























































































(A)                                            (B) 
 
 
















Fig. 50 Absorption after subcutaneous injection of FD-10 and human insulin to PBS injection 
site and fibril human insulin injection site.  



































































第 4 節 線維化ヒトインスリンによるヒトインスリンの吸収障害機構の理解 






































Fig. 52 Human insulin permeability corrected by FD-10. 





























   
 
Control 
(no powder) 10% 20% 
Starch powder containing fibril powder 
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In vitro で調製した線維化ヒトインスリンを、ラットに 2 週間皮下投与することで、皮下に線維化ヒト
インスリンが存在するラットを作製できた。その際、明確な硬い腫瘤は形成していなかった。コントロ



































第 1 章では、ヒトインスリンの製剤であるヒューマリン®R の線維化要因に関して、線維化結晶共



























リン®R の pH は 7.0～7.8 と規定されているが、保存中に pH が変化してしまうことも考えられ、保存









































た。PBA 修飾数は平均 2 個で、A 鎖の N 末端 （A1） と B 鎖の N 末端 （B1） に主に修飾されて
いること、静脈内投与および皮下投与において血糖降下作用を示し、静脈内では赤血球に結合
することで作用持続性を有していることを明らかにした。PBA-Ins は、m-クレゾールの非存在下でも、
in vitro において線維化が進行しにくく、PBA-Ins のモノマー含有率はヒトインスリンと同等であった
ことから、A 鎖 B 鎖の N 末端への修飾は β 構造形成に抑制的に働き、線維化を防ぐのに効果的
であることを明らかにした。In vivo での PBA-Ins のアミロイドーシスの形成性に関しては、本研究で






In vitro で調製した線維化ヒトインスリンを、ラットに 2 週間皮下投与することで、明確な腫瘤は形
成していないが、皮下に線維化ヒトインスリンが存在するラットを作製できた。このラットを用いた研
究で、FD-10 の吸収は、対照の PBS 投与部位に投与した群に比べて線維化ヒトインスリン投与部
位に投与した群で高かった。一方、ヒトインスリンの吸収は、 PBS 投与部位に投与した群に比べて
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第 1 章 実験の部 
 
1. 実験材料 











ThT の蛍光測定には、蛍光光度計（RF-5300PC, 島津製作所株式会社, 京都）を使用した。濁
度測定には、紫外可視吸光度計(U-3000, HITACHI, 東京)を使用した。m-クレゾールの測定には、
高速液体クロマトグラフィー（HPLC, フォトダイオードアレイ検出器: MD-4015, カラムオーブン: 






3. リン酸塩緩衝生理食塩液（PBS, pH 7.4, pH 6.5, pH 5.5）の調製 
Table S1 に示した組成の水溶液 A および B を pH 7.4、pH 6.5、pH 5.5 になるように混合した。 
 
Table S1 Composition of PBS (pH 7.4, pH 6.5, pH 5.5). 
 Reagent Concentration 
 sodium chloride（NaCl） 137 mM 
solution A potassium chloride（KCl） 2.68 mM 
 sodium hydrogen phosphate（Na2HPO4） 10 mM 
 sodium chloride（NaCl） 137 mM 
solution B potassium chloride（KCl） 2.68 mM 






4. リン酸塩緩衝液（50 mM, pH 7.4）の調製 
Table S2 に示した組成の水溶液 A および B を pH 7.4 になるように混合した。 
 
Table S2 Composition of phosphate-buffer. 
 Reagent Concentration 
solution A sodium dihydrogen phosphate dihydrate 50 mM 




 バイアル（6 mL）に、ヒューマリン®R（5 mL）を入れ、37 のインキュベーター内で、30 rpm で旋回
振盪もしくは 850 rpm で撹拌（撹拌子 15 mm×5 mm）した。72 時間まで所定の時間に濁度測定




 バイアル（6 mL）に、ヒューマリン®R（1 mL）とリン酸塩緩衝液（50 mM, pH 7.4, 4 mL）を入れ、37
のインキュベーター内で、850 rpm で撹拌（撹拌子 15 mm×5 mm）し、ヒトインスリンの線維化結晶
溶液を調製した。続いて、別のバイアル（6 mL）に、ヒューマリン®R（900 µL）とリン酸塩緩衝液（50 
mM, pH 7.4, 3.6 mL）を入れ、そこに、先に調製したヒトインスリンの線維化結晶溶液（500 µL）を添
加し、37 のインキュベーター内で、30 rpmで旋回振盪し、72 時間まで所定の時間に濁度測定（第




 バイアル（6 mL）に、ヒューマリン®R（1 mL）と PBS（pH 7.4, 4 mL）を入れ、37 のインキュベーター
内で、850 rpm で撹拌（撹拌子 15 mm×5 mm）し、72 時間まで所定の時間に濁度測定（第 1 章の









6, 12, 18, 24, 36, 48, 60 時間で全量を交換した。ヒューマリン®R を入れたセルから、所定の時間に
濁度測定（第 1 章の 10. ）と ThT 蛍光測定（第 1 章の 11. ）を行った。拡散溶液を入れたセルから
72 
 
は、所定の時間に全量交換した溶液中の m-クレゾールを第 1 章の 12. に従って測定し透過量を
求め、製剤中の m-クレゾールの残存率を算出した。 
 亜鉛イオンの測定は、亜鉛イオンの測定のみを行う実験として単独で行った。拡散溶液の全量交
換は上記と同時間に行ったが、ヒューマリン®R を入れたセルの ThT 測定および濁度測定は行って




9. ヒトインスリンの線維化における製剤中 pH の影響 
横型拡散セルの一方にヒューマリン®R を入れ、もう一方には、拡散溶液として、pH 7.4、pH 6.5、
pH 5.5 の PBS を入れた。拡散溶液の全量交換、ThT 蛍光測定と濁度測定は第 1 章の 8. と同様






取し、希釈せずに二面透明石英キュベット（セル長 1 cm）に入れ、Table S3 に示す条件で濁度（600 
nm）を測定した。測定後、キュベットに入れたサンプルはバイアルまたは拡散セルに戻した。 
 
Table S3 Measurement conditions for turbidity measurement. 
wavelength 600 nm 
measurement mode quantitative calculation 
initial wait time 20 sec 
slit 4 nm 
measurement temperature 37  
 
 
11. ThT 蛍光測定 
ThT の蛍光強度を測定することで、ヒトインスリンのアミロイド線維の生成を判定した。蒸留水で
調製した ThT 溶液（1 mM）をストック溶液とし、測定前にグリシン緩衝液（50 mM, pH 9.5）で 200 倍
希釈した（5 µM）。グリシン緩衝液は、蒸留水で溶解させたのち、水酸化ナトリウム（1 M）を加えて、
pH 9.5 に調整した。  
バイアルを用いた実験ではバイアル中から、拡散セルを用いた実験ではヒューマリン®R を入れ
たセルから、サンプル（15 µL）を採取し、ThT 溶液（5 µM, pH 9.5, 3 mL）を入れた四面透明石英キ





Table S4 Measurement conditions for ThT fluorescence measurement. 
excitation wavelength 444 nm 
emission wavelength 485 nm 
measurement mode quantitative measurement 
scan speed fast 
bandwidth 
excitation 3 nm 
emission 3 nm 
detection range high 




拡散セル実験において全量交換した際の溶液のうち 100 µL を、アセトニトリルで溶解した内部
標準物質の 4-ヒドロキシ安息香酸メチル溶液（2 mM, 100 µL）と混合し、15000×g、5 分、25 で遠
心した。その上清 A（100 µL）を蒸留水（100 µL）と混合し、15000×g、5 分、25 で遠心した後、得
られた上清 B を、Table S5 の条件で HPLC を用いて分析した。 
 ヒューマリン®R 中の m-クレゾールは除タンパク後に、内部標準物質と混合し測定した。すなわち、
ヒューマリン®R （200 µL）を、アセトニトリル（800 µL）と混合後、4℃で 15 分間静置し、15000×g、5 
分、25 で遠心し、上清 C を得ることで除タンパクを行った。続いて、上清 C（100 µL）を Table S5
に示した移動相（100 µL）と混合し、15000×g、5 分、25 で遠心後、上清 D（100 µL）とアセトニトリ
ルで溶解した内部標準物質の 4-ヒドロキシ安息香酸メチル（2 mM, 100 µL）を混合し、その混合溶
液（100 µL）をインサートに入れ、Table S5 の条件で HPLC を用いて分析した。検量線は、移動相
で調製した m-クレゾール（20 mM, 100 µL）を、移動相で希釈し、各種濃度の m-クレゾール溶液を
アセトニトリルで溶解した内部標準物質の 4-ヒドロキシ安息香酸メチル溶液（2 mM, 100 µL）と混合
し、測定した。 
 
Table S5 Measurement conditions for m-cresol. 
mobile phase water containing 25% acetonitrile 
flow rate 1.2 mL/min 
column C18 column (Mightysil, RP-18 GP 150-4.6 mm, 5 µm) 
column oven 60  
detector photo diode array detector 214 nm 
injection volume 5 µL 







拡散セル実験において、72 時間におけるヒューマリン®R を入れたセル中の溶液全量（3.3 mL）
を、メスフラスコ（50 mL）に入れ、蒸留水で調製したアンモニア水（10%）でメスアップし、亜鉛イオン
濃度を Table S6 に示した条件で原子吸光光度計を用いて測定した。ヒューマリン®R 中の亜鉛イオ




Table S6 Measurement conditions for zinc ion. 
fuel gas acetylene 
oxidant gas air 
hollow cathode lamp zinc 





Excel（SSRI、東京、日本）を使用して計算した。統計的有意性は、１群および 2 群間の Student’s t 






第 2 章 実験の部 
 
1. 実験材料 
ランタス®は、ランタス®注 100 単位/mL（1 バイアル 10 mL 中インスリングラルギン（遺伝子組換
え）1000 単位含有）を用い、サノフィ株式会社（東京）から購入した。レベミル®はレベミル®注 ペン
フィル®（1 カートリッジ 3 mL 中インスリンデテミル（遺伝子組換え）300 単位含有）を、トレシーバ®は
トレシーバ®注 ペンフィル®（1 カートリッジ 3 mL 中インスリンデグルデク（遺伝子組換え）300 単位
含有）を用い、ノボノルディスクファーマ株式会社（東京）から購入した。ヒトインスリンは、インスリン, 
ヒト, 組換え体（細胞培養用）を用い、ジメチルスルホキシド（超脱水、有機合成用）、ドデシル硫酸









注 0.2 mg は、大塚製薬株式会社（東京）から購入した。ヘパリンは、ヘパリン Na 注 5000 単位/5 
mL「モチダ」を用い、持田製薬工場株式会社（栃木）から購入した。血液は緬羊赤血球保存血液






レートリーダー（SpectraMaxM5e multiplate reader, Molecular Device, カルフォルニア、アメリカ）を
使用した。凍結乾燥には、真空凍結乾燥機（LABCONCO, 朝日ライフサイエンス株式会社、埼玉）
を使用した。PBA-Ins の合成確認には、マトリックス支援レーザー脱離イオン化-飛行時間型質量
分析装置（MALDI TOF-MS, JMS-S3000, 日本電子, 東京）を使用した。ThT 染色後の ThT 蛍光
の確認は、ハンディ UV ランプ（SLUV-4、アズワン株式会社、大阪）を使用した。その他の機器に




3-1. In vivo での線維化実験 




に特記がない限り、イソフルランの吸入麻酔（導入；5%, 0.2 L/min、維持；2%, 0.2 L/min）で実施
した。なお、本節におけるラットを用いた実験は、城西大学動物実験規定に従い、全学動物実
験管理委員会の承認（承認番号：H29047 号、JU18041 号、JU19021 号）を得てから実施した。 
 
3-2. 血糖降下作用の確認実験 
Wistar 系雄性ラット（160-180 g, 6 週齢）を三共ラボサービス株式会社から購入し、1 週間検
疫および馴化させた。自由に食餌および水を摂取できるようにし、血糖降下作用の確認実験の
実験開始 20-24 時間前から自由飲水下で絶食させた。麻酔は第 2 章 3-1. と同様である。な
お、本節におけるラットを用いた実験は、城西大学動物実験規定に従い、全学動物実験管理




4. PBS（pH 7.4, pH 4.0）の調製 
pH 7.4 については、第 1 章の 3. と同様である。 pH 4.0 については、Table S7 に示した組成の
水溶液 A および B を pH 4.0 になるように混合した。 
 
Table S7 Composition of PBS (pH 4.0). 
 reagent concentration 
 sodium chloride（NaCl） 137 mM 
solution A potassium chloride（KCl） 2.68 mM 
 sodium dihydrogen phosphate（NaH2PO4） 10 mM 
 sodium chloride（NaCl） 137 mM 
solution B potassium chloride（KCl） 2.68 mM 




リン酸塩緩衝液（50 mM, pH 7.4）については、第 1 章の 4. と同様である。リン酸塩緩衝液（10 




6. レベミル®の繰り返し投与による in vivo での線維化 
1 週間馴化させ、6 週齢になったラットを、レベミル®原液（120 nmol/50 µL/body）を 1 日 1 回 3
週間投与する群と PBS（pH 7.4, 50 µL/body）を 1 日 1 回 2 週間投与する群の 2 群に分け、イソフ
ルラン麻酔下でラットの背部左右に毎日皮下投与した。レベミル®投与群は、低血糖防止のために、













 各種持効型製剤を用いて、第 1 章の 5. と同様の操作で 850 rpm で撹拌を行い、ヒューマリン
®R、ランタス®、レベミル®は 72 時間まで、トレシーバ®は 336 時間までの所定の時間に ThT 蛍




レシーバ®は PBS（pH 7.4）で、ランタス® は PBS（pH 4.0）で、同様の条件で 2 回遠心洗浄を行
い、固体を得た。得られた析出物の固体をスパーテルで少量取り、ガラスカバー上に乗せ、60








各種製剤原液を希釈せずに測定した。溶媒に由来するピークが 190-220 nm 付近に現れる
ため、240-300 nm での 適測定値に合わせて 190-300 nm を測定すると、190-220 nm でのノイ
ズ増大により値が得られなかった。また、190-260 nm での 適測定値に合わせて 190-300 nm
を測定すると、240-300 nm でピークがほとんど現れなかったため、190-260 nm と 240-300 nm で、





Table S8 Measurement conditions of circular dichroism for formulations. 
sensitivity standard (100 mdeg) 
measurement range 
& pathlength 
190-260 nm (pathlength 0.01 mm) 
240-300 nm (pathlength 0.5 mm) 
data acquisition interval 0.025 nm 
scan mode continuous 
scan speed 20 nm / min 
response 16 sec 
bandwidth 1.0 nm 





トレシーバ®原液を、透析膜（スペクトラ /ポア RC 透析用チューブ  再生セルロース製 
MWCO 3500, SPECTRUM LABORATORIES, カルフォルニア, アメリカ）に入れ、外液を HCl
（1 M）で pH 3.0 に調整したエチレンジアミン四酢酸二ナトリウム（EDTA・2Na, 0.1%）水溶液に
し、低温室で透析した。外液を EDTA・2Na（0.1%, pH 3）にして 6 回交換した後、外液を蒸留水




第 2 章 8-1. で添加剤を除いたインスリンデグルデク（3.55 mg）をバイアル（6 mL）に入れ、
PBS（pH 7.4, 5 mL）を加えた（120 µM）。対照として、トレシーバ® の製剤原液（600 µM）を PBS
（pH 7.4）で 5 倍希釈し（120 µM）、バイアル（6 mL）に 5 mL 入れた。その後、第 1 章の 5. と同
様の操作で 850 rpm で撹拌し、両者の線維化を比較した。 
 
8-3. インスリンデグルデクの円二色性測定による立体構造解析 
測定に用いたキュベット（Table S9）以外は、第 2 章の 7-3. と同様である。 
 
Table S9 Measurement conditions of circular dichroism for                                
diluted with Tresiba® (120 µM) and insulin deguldec (120 µM). 
measurement range 
            & pathlength 
190-260 nm (pathlength 0.2 mm) 







9-1. In vitro での線維化 
第 1 章の 6. と同様であるが、調製したヒトインスリン線維溶液（核）を添加する溶液は各種持
効型製剤をリン酸塩緩衝液（50 mM, pH 7.4）で 5 倍希釈した溶液である。 
 
9-2. In vivo での線維化  
9-2-1. 線維化ヒトインスリン粉末の調製 
 クリーンベンチ内で、ヒューマリン®R 注バイアル全量（10 mL）を、オートクレーブで滅菌し
たバイアル（20 mL）に入れた。これを、24 本作製し、50 、250 rpm で 72 時間旋回振盪した。
その後、24 本を一括にまとめて、マクロセップ アドバンス遠心ろ過デバイス オメガメンブレ










（5 mg/mL）を皮下投与（500 µg/100 µL）した（1 日目）。その後、2 週間、1 日 1 回、イソフル
ラン吸入麻酔下で、各種持効型製剤原液もしくは PBS（pH 7.4）を皮下投与（50 µL）した。
低血糖回避のために、製剤を投与する群は、併せてスクロース水溶液（50%aq を 0.5 mL/kg, 
250 mg/kg）を腹腔内投与した。刺青は基本的に 1 日目のみ行い、剃毛は必要に応じて行っ
た。 
 
9-2-3. 投与部位の ThT 染色 
第 2 章 9-2-2. のスケジュールで線維化ヒトインスリン粉末懸濁溶液と、各種持効型製剤
原液もしくは PBS（pH 7.4）を投与したラットを、第 2 章 6. と同様の操作で投与部位を ThT
で染色し、投与部位の ThT 蛍光応答の有無を確認した。 
 
 
10. PBA-Ins の合成 
10-1. PBA-Ins の合成 
4CPBA を以下の操作で活性化した。ジメチルホルムアミド（超脱水, 12 mL）とトリブチルアミン
（61.2 µL）をスクリュー管（20 mL）に入れ、撹拌した。そこに、4CPBA（43 mg, 0.26 mmol）を加え、
溶解させたのち、クロロギ酸イソブチル（33 µL）を加えて 30 分間反応させた（反応液 1）。ジメチ
ルスルホキシド（超脱水, 60 mL）とトリブチルアミン（300 µL）をナスフラスコ（100 mL）に入れ、撹
80 
 
拌した。そこに、ヒトインスリン（300 mg, 0.052 mmol）を加え、溶解した後、反応液 1 を全量滴下
し、窒素雰囲気下で 3 時間、室温で反応させた。その後、氷冷下で、蒸留水（10 mL）を加え、
反応を止めた（反応液 2）。 
反応終了後、透析により精製を行った。反応液 2 を、透析膜（スペクトラ/ポア RC 透析用チュ
ーブ 再生セルロース製, MWCO 3500）に入れ、外液を、炭酸水素アンモニウム（0.1%）水溶液
にし、低温室で透析した。外液を炭酸水素アンモニウム（0.1%）で 6 回交換した後、外液を蒸留
水に替えて、さらに 6 回交換した。透析膜内の溶液を-20 のフリーザーで凍結した後、凍結乾
燥し、PBA-Ins の固体を得た。 
 
10-2. PBA-Ins の MALDI TOF-MS 
合成の確認には、MALDI TOF-MS を用いた。キャリブレーションは、ヒトインスリンで行った。
TFA（0.1%）含有 50%アセトニトリル水溶液で調製したヒトインスリン（1 mg/mL）または PBA-Ins
（1 mg/mL）を 10 µL 取り、TFA（0.1%）含有 50%アセトニトリル水溶液で調製した α-CHCA （10 
mg/mL, 10 µL）と混合し、0.5 µL を測定プレートに播種し、Table S10 に示した条件で測定した。 
 
Table S10 Measurement conditions of MALDI TOF-MS for PBA-Ins. 
mode Linear:POS 
delay time 1000 ns 
detector -1740 V 
 
 
11. PBA-Ins の PBA 修飾数の評価 
リン酸塩緩衝液（0.01 M, pH 8.9）で SDS 溶液（0.15%）を調製した（溶液①）。溶液①でヒトインス
リン（1.0 mg/mL）と PBA-Ins（1.0 mg/mL）のサンプル溶液を調製した。試薬の TNBS（5%）を溶液①
で希釈し、0.03%に調製した（②）。バイアルに各サンプル溶液（2.0 mL）を入れ、そこに溶液①（2.0 
mL）および溶液②（1.0 mL）を加えて、50 で 1 時間振とう混和した。その後、塩酸（0.2 M, 3.8 mL） 





Table S11 Measurement conditions for calculating the number of modified PBA in PBA-Ins. 
measurement mode wavelength scan 
measurement range 200-600 nm 
initial wait time 20 sec 
slit 4 nm 
high resolution measurement off 
scan speed 300 nm/min 
light source switching Auto (350 nm) 
photomultiplier voltage mode Auto 
sampling interval Auto 
measurement temperature 37  
 
 















 薬物投与開始 20-24 時間前から絶食し、投与実験の開始 30 分前にボールマンケージに拘
束した。投与実験中は自由に飲水させた。拘束後、PBS（pH 7.4）で調製したヒトインスリン












ヘパリン処理した注射筒を用いて、ヒトインスリンまたは PBA-Ins の投与前および投与後 8 時
間までの所定の時間に、カニューレから血液（100 µL）採取した。採取後、体液量を一定に保つ




 得られた血液を遠心分離（2000×g, 4 , 2 分）して血漿を得た。 
 
12-6. 血糖値の測定 
グルコースキット グルコース C -テストワコーを用いて、血漿（20 µL）のグルコース濃度を測
定した。測定操作はグルコースキット グルコース C -テストワコーのプロトコールに従った。 
 
 
13. PBA-Ins の線維化試験 
ヒトインスリン（3.48 mg）または PBA-Ins（3.66 mg）を、バイアル（6 mL）に入れ、PBS（pH 7.4, 5 mL）
で溶解後（120 µM）、850 rpm での撹拌し、第 1 章の 11. と同様の操作で所定の時間に ThT 蛍光
測定を行った。 
 
14. PBA-Ins と赤血球凝集試験 
血液は緬羊赤血球保存血液を用いた。この血液をマイクロチューブ（10 µL）に入れ、NaCl（154 
mM）含有 HEPES 緩衝液（200 mM）で全量が 1 mL になるように 200 倍に希釈した。200 倍希釈
した赤血球懸濁液を 96 ウェル UV マイクロプレート（ 大容量 392 µL, U 底, 128×86 mm Thermo）
の A, B, C 行の 1, 2, 3 列目に 50 µL 加えた。さらに、A 行には NaCl（154 mM）含有 HEPES 緩
衝液（200 mM）、B 行には NaCl（154 mM）含有 HEPES 緩衝液（200 mM）で調製したヒトインスリ
（1.30 mg/mL, 170 µM）溶液、C 行には NaCl（154 mM）含有 HEPES 緩衝液（200 mM）で調製し
た PBA-Ins（1.40 mg/mL, 170 µM）溶液をそれぞれ 150 µL 加え、全量を 200 µL とした。 終赤血
球希釈倍率はどの条件においても 800 倍とした。これらを 12 時間静置し、ウェルを上から撮影す
るとともに、顕微鏡で観察した。 
 
15. PBA-Ins の PBA 修飾部位の特定 
15-1. トリプシン分解 
炭酸水素アンモニウム水溶液（50 mM）でヒトインスリン（1 mg/500 µL）または PBA-Ins（1 
mg/500 µL）を溶解後、80 µL をトリプシン（0.1 mg/mL, 40 µL）と混合し、37 のインキュベーター
内で 4 時間放置した。そのうちの 20 µL を TFA 水溶液（2.5%, 2 µL）と混合後、10 µL を TFA
（0.1%）含有 50%アセトニトリル水溶液で溶解させた α-CHCA（10 mg/mL, 10 µL）と混合し、0.5 
µL をプレートに播種し、MALDI TOF-MS を用いて Table S12 に示す条件で測定した。 
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キャリブレーションは、ポリエチレングリコール 1000 および 4000 で行った。蒸留水で調製した
ポリエチレングリコール 1000（10 mg/mL, 0.5 µL）および 4000（10 mg/mL, 0.5 µL）を上述の α-
CHCA 溶液（10 µL）、メタノールで調製したヨウ化ナトリウム（1 mg/mL, 1 µL）と混合し、0.5 µL を
プレートに播種した。 
 
Table S12 Measurement conditions of MALDI TOF-MS for trypsin digestion. 
mode Linear:POS 
delay time 500 ns 
detector -1740 V 
 
15-2. 還元アルキル化 
 炭酸水素アンモニウム水溶液（50 mM）でヒトインスリン（1 mg/500 µL）または PBA-Ins（1 
mg/500 µL）を溶解後、25 µL を炭酸水素アンモニウム水溶液（50 mM, 75 µL）と混合し、4 倍に
希釈した。そのうちの 25.5 µL を、蒸留水で調製したジチオトレイトール（7.7 mg/100 µL, 1.5 µL）
と混合し、95 で 5 分間反応させた。その後、室温まで冷却し、蒸留水で調製したヨードアセト
アミド（9.98 mg/100 µL, 3 µL）を加え、室温で 20 分間反応させた後、10 µL を TFA（0.1%）含有
50%アセトニトリル水溶液で溶解させた α-CHCA (10 mg/mL, 10 µL）と混合し、0.5 µL をプレート
に播種し、MALDI TOF-MS を用いて Table S13 に示す条件で測定した。 
 キャリブレーションは、ポリエチレングリコール 4000 で行った。蒸留水で調製したポリエチレ
ングリコール 4000（10 mg/mL, 1 µL）を上述の α-CHCA 溶液（10 µL）、メタノールで調製したヨウ
化ナトリウム（1 mg/mL, 1 µL）と混合し、0.5 µL をプレートに播種した。 
 
Table S13 Measurement conditions of MALDI TOF-MS for the reductive alkylation. 
mode spiral 
delay time 270 ns 
detector -1500 V 
 
 
16. PBA-Ins の長期保存時の線維化試験 
第 2 章 13. と同様の操作で長時間実験を行った。 
 
 
17. PBA-Ins の立体構造の評価 
ヒトインスリン（3.48 mg）または PBA-Ins（3.66 mg）を、バイアル（6 mL）に入れ、PBS（pH 7.4, 5 mL）
で溶解させた（120 µM）。測定に用いたキュベットは第 2 章 8-3. Table S9 と同様で、そのほかの条





18. PBA-Ins の亜鉛イオン含有量の評価 
 ヒトインスリン（5 mg）または PBA-Ins（5 mg）をメスフラスコ（20 mL）に入れ、アンモニア水（10%）で
















ィルター（孔径 0.2 µm）の膜を用い、アドバンテック東洋株式会社（東京）から購入した。Mercodia 
Ultrasensitive Insulin ELISA は、Mercodia（スウェーデン）から購入した。PierceTM BCA Protein 
Assay kit は、サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社（東京）から購入した。その他の試薬






像化装置 PeriCcan PIM ®（PRIMED Ltd, スウェーデン）を使用した。プレートシェーカーは、MS3 





 Wistar 系雄性ラット（120-150 g, 5 週齢）を三共ラボサービス株式会社から購入し、1 週間検疫お
よび馴化させた。自由に食餌および水を摂取できるようにし、吸収実験（第 3 章 10.）に使用するラ
ットのみ、実験開始 24 時間前から自由飲水下で絶食させた。麻酔はすべて、特に特記がない限り、
イソフルランの吸入麻酔（導入；5%, 0.2 L/min、維持；2%, 0.2 L/min）で実施した。なお、本章にお
けるラットを用いたすべての実験は、城西大学動物実験規定に従い、全学動物実験管理委員会
の承認（承認番号：H29047 号、JU18041 号、JU19021 号）を得てから実施した。 
 
 
4. PBS（pH 7.4）の調製 




 バイアル（6 mL）にヒューマリン®R 原液（5 mL）と直径 5 mm のジルコニアボールを入れ、50 のイ
ンキュベーター内で 250 rpm で 24-72 時間旋回振盪した。経時的に濁度測定と ThT 蛍光測定を









cm の円を刺青した。ラットの背部左側の円には PBS（pH 7.4, 50 µL/body）を、背部右側の円には
線維化ヒトインスリン懸濁液（総ヒトインスリン含量 30 nmol/50 µL/body）を、イソフルラン吸入麻酔下
で、2 週間、1 日 1 回皮下投与した。背部の左右に別の試料を投与することで、ラットの使用匹数
を減少できた。低血糖回避のために、併せてスクロース水溶液（50%aq を 0.5 mL/kg, 250 mg/kg）を










ンスリン懸濁液および PBS 投与部位を開き、エバンスブルーの漏出を観察した。 
 
7-2. 投与部位の ThT 染色 
第 3 章の 6. に記載の方法で線維化ヒトインスリン懸濁液または PBS を投与した。初回投与
の 17 日後、第 2 章の 6. と同様の方法で試料を調製し、観察した。 
 
7-3. 投与部位のラマン分光測定 
第 3 章の 6. に記載の方法で線維化ヒトインスリン懸濁液または PBS を投与した。初回投与
の 17 日後、イソフルラン麻酔下で第 3 章の 7-1. と同様の方法で脱血後、背部の皮膚を切り、
線維化ヒトインスリン懸濁液投与部位に見られた塊のみを組織から摘出した。摘出物を、ピンセ





第 3 章の 6. に記載の方法で線維化ヒトインスリン懸濁液または PBS を投与し、イソフルラン麻酔










10. ラットを用いたヒューマリン®R と FD-10 の吸収実験 
第 3 章の 8 および 9. に用いたラットを引き続き皮下投与実験に用いた。 
 
10-1. 投与スケジュールおよび投与方法 
PBS（pH 7.4）と線維化ヒトインスリン懸濁液を 2 週間投与後、線維化ヒトインスリン懸濁液中の
ヒトインスリンの影響を排除するために、2 日間飼育した（15-16 日目）。吸収実験開始の 24 時
間前（16 日目）から自由飲水下で絶食させ、17 日目に、吸収実験を行った。ラットを 2 群に分
け、イソフルラン吸入麻酔下で、頸静脈を露出後、背部左右にそれぞれヒューマリン®R（12 
nmol/kg）と FD-10（16.5 mg/kg）を皮下投与した（Table S14）。投与容量は、投与液の皮下投与
後の拡散性を、2 週間、PBS と線維化ヒトインスリン懸濁液を投与した際とおおよそ同じ 50 µL 程
度になるように投与液を調製した。ヒューマリン®R は製剤を PBS（pH 7.4）で希釈し、FD-10 は生
理食塩液で溶解させ、それぞれの溶液を調製した。 
 
Table S14 Grouping of Humulin®R and FD-10 absorption experiments. 
 
PBS injection site 
Fibril human insulin injection 
site 
Group A Humulin®R FD-10 








 得られた血液を遠心分離（2000×g, 4 , 2 分）して血漿を得た。 
 
10-4. 血漿中ヒトインスリンの定量 
 得られた血漿を、Table S15 に示した希釈倍率で PBS（pH 7.4）を用いて希釈し、Mercodia 





Table S15 Sample preparation for quantifying insulin in plasma. 
Time Dilution ratio Plasma sample PBS 
0 hr 5 20 µL 80 µL 
0.25-1 hr 200 10 µL 1990 µL 
2-6 hr 100 10 µL 990 µL 
 
 ELISA の手順は以下の通りである。マイクロプレート、試薬、血漿サンプルを室温に戻した後、
ウェルに Calibrator と血漿サンプル（25 µL）を入れ、enzyme conjugate 1×（100 µL）を加えた。
25 のインキュベーター内で、プレートシェーカーを用いて、800 rpm で 1 時間撹拌した。撹拌
後、ディスペンサーを用いて固相をチップで傷つけないように注意しながら、ウェルから溶液を
取り除き、他のウェルと混ざらないように注意しながら、wash buffer 1× （200 µL）を入れた。それ
を除去し、同様に 2 回行った後、洗瓶に入れた wash buffer 1×をウェルからあふれるようにマイ
クロプレート全体にかけ、マイクロプレートを反転させ、wash buffer を除いた。これを 5 回繰り返
した後、ペーパータオル上でマイクロプレートを反転させたまま軽くたたき、wash buffer を除き、
ウェルに Substance TMB （200 µL）を加えた。25 のインキュベーター内で 30 分間静置後、
Stop solution（50 µL）を加えて、30 秒間 500 rpm で混合後、マイクロプレートリーダーで 450 nm
の吸光度を測定した。 
 
10-5. 血漿中 FD-10 の定量 
得られた血漿（10 µL）を PBS（pH 7.4）で 100 倍希釈し、蛍光分光光度計にて Table S16 に示
す条件で、セル長 2 mm のキュベットを用いて定量した。FD-10 の時間曲線下面積（AUC0-6hr）
は台形公式から算出した。検量線は、投与液を PBS（pH 7.4）で希釈し、作製した。 
 
Table S16 Measurement conditions for FD-10 fluorescence measurement. 
excitation wavelength 492 nm 
emission wavelength 515 nm 
measurement mode quantitative measurement 
scan speed Fast 
bandwidth 
excitation 5 nm 
emission 5 nm 
detection range High 





第 2 章 9-2-1. に記載の線維化ヒトインスリン粉末をでんぷん粉末で希釈して、横型拡散セ





ーに 2 mg 挟んだ。メンブレンフィルターに挟んだ線維化ヒトインスリン粉末中に残存している未
変化体のヒトインスリンの影響を排除するために、はじめに両セルに PBS（pH 7.4, 3.5 mL）を入
れ、12 時間経過後に全量を交換し、24 時間経過後に全量を取り除いたうえで、一方のセル（ド
ナー側）には PBS（pH 7.4）で調製したヒトインスリン（2 mg/mL）と FD-10（2 mg/mL）を含有する
水溶液を 3.5 mL 入れ、もう一方のセル（レシーバー側）には、PBS（pH 7.4）を 3.5 mL 入れた。 
 
11-2. ヒトインスリンの定量 
レシーバー側に透過してきたヒトインスリンを、PierceTM BCA Protein Assay kit（Thermo 
SCIENTIFIC）を用いて、タンパク質の濃度として定量した。 
BCA タンパク定量の手順は以下の通りである。BCA Reagent A と BCA Reagent B を 50:1 で
混合し、working reagent を調製後、96 ウェルマイクロプレートに 200 µL 入れた。そこに、透過サ
ンプル（10 µL）を加え、ピペッティングにより混合した。その後、37 のインキュベーター内で 30 
分間静置し、室温に戻した後、マイクロプレートリーダーを用いて、562 nm の吸光度を測定した。
検量線は、キット内のアルブミンを PBS（pH 7.4）で希釈し、作製した。 
 
 
11-3. FD-10 の定量 
レシーバー側に透過してきた FD-10 を、ブラックマイクロプレート（200 µL）に入れ、マイクロプ
レートリーダーを用いて、励起波長 494 nm で蛍光波長 515 nm の蛍光強度を測定した。検量
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